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OEKE PRESENT o^s oehOME PECEVEt^ Z 

L imEGR;.TION D.™ GE»E DimpENT DE CELUI ou SE PsS 
L' INTEGRATION 
5 

L. invention conceme ™ p„e*de drV^pTac'^Tnt 
specxti^e d.un, copU d-un ,4„e p,,3ent dans le 
genome d-un organisBe euoaryote receveur par 

De preference, le g6ne reoeveur sera prdsent en au 
Boins 2 exeMplaires dans la cellule h6te transfect#e 
Le gene receveur est d«i„i co^e 4tant le g.ne cu se 
fera 1- insertion du gine different. 
15 . "i"' P«tl=uU4reBent, !■ invention conceme la 
15 production d.ani^u:. transg4nlques dans lesguels le 
gene etranger a tts Introduit d.„ne maniire ciblte 
pour per^ettre, a la fois, le maintien des fonctions 
genetlgues nor^ales de Lanital et 1 ■ expression du 
gene etranger sous le con+-t-Ai« ^ 
20 endogenes. proaoteurs 

Par "gene different ou stranger" on entend toute 
sequence nucleotidique correspondant a la totalite ou 
a une partie d'un gene "Stranger ou different" du 

25 IZl \ r ^'"'^ ""'^''^ norBale.ent 
dans le genome (ARN ou ADN) , ou elle correspond 
^galement a une sequence modlfi^e artificiellement du 
g^ne normal ou encore a un fragment de cette 
sequence. 

30 production de ces aniaaux transg^niques. 

Dans la production d'aniaaux transg^niques, les 
m^thodes conventionnelles utilisees pour 

1' introduction de sequences d'ADN hetdrologues dans 

35 l^T^ cellulaire germinale, ne peraettent pas de 
controler le site de 1 • integration du g^e etranger 
dans le genome, ni le noabre de copies ainsi 



FEUILLE DE REWIPLACEMENT 



10 



15 



WO 90/11354 PCr/FR90/00185 

2 

introduit. L' integration du gene dtranger se fait au 
hasard et, en general, plusieurs copies du gene 
s'integrent en m&ne temps, parfois sous forme de 
tandem tete a queue, le site de 1 • integration et le 
5 nombre de copies integr^es variant d'un animal 
transgenique a 1' autre. 

II peut done arriver que des genes cellulaires 
endogfenes, situ6s au point d' insertion, soient ainsi 
inactives, sans que cela soit facilement d6celable en 
raison de nombreuses insertions au hasard. si le 
produit de ces genes est important pour le 
developpement de 1' animal, celui-ci sera s6rieusement 
perturb6. D'ailleurs, 1« insertion al^atoire du gene 
stranger peut se faire k un site qui n'est pas 
approprie pour 1' expression du gene. De plus, le fait 
gu'il y ait variation du site et du nombre 
d' insertions d' animal en animal rend 1 • interpetation 
des dtudes d' expression extremement difficile. 

Un probleme majeur rencontre dans la production 
20 d'animaux transg^niques, est I'obtention de 
1' expression du gene etranger. D'une maniere 
g^ndrale, deux types d' experience ont 6t6 realises 
Chez les souris. 

Les genes introduits dans la lign^e germinale 
25 sont : 

- soit des gfenes "complets", comprenant des sequences 
codantes flanqu6es de leurs propres sequences 
r^gulatrices ; 

- soit des genes composites, formes de la sequence 
30 codante d'un gene fusionn^e a la sequence promotrice 

d'un autre gene, les deux fragments appartenant meme 
parfois a deux especes animales differentes. 

On a pu ainsi confirmer que la specificite de 
1' expression des gfenes dans tel ou tel tissu est 
35 d6termin6e par leur(s) sdquence(s) rdgulatrices. 
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Le choix du promoteur appropri6 pour 
!• expression du gene stranger chez !• animal 
transgenigue est done d'une importance primordiale. 

D- autre part, la mutagdnese dirig6e de genes 
5 murins dans des cellules souches embryonnaires a 
recemment dt6 realises en faisant appel 4 une 
technique de "ciblage gendtique" (gene targeting) 
(Thomas et al., 1987; Thompson et al., 1989). 

Dans le premier cas, le gene murin HPRT a 6t6 
10 mute par insertion et remplacement et, dans le 
deuxi^me cas, un gene HPRT mute a 6t6 corrig6 
Thomson et al. ont 6tendu leurs experiences jusqu'a 
I'obtention de souris chimeres et ont constate le 
passage de la modification g6ndtique dans la lignee 
15 cellulaire germinale. 

Dans chacun des documents cites, le site precis 
de 1' integration a 6t6 cibl6 par recombinaison 
homologue entre, d'une part, des sequences exog^nes 
comportant la mutation ou correction induses dans un 
20 vecteur, sous le contrdle d'un promoteur exogene, et, 
d'autre part, leur homologue g^nomique. Ceci 6tant' 
il faut remarquer que les auteurs antdrieurs ont 
realise leurs experiences sur un gfene sp^cifique 
(HPRT) dont 1' activation par mutation s • accompagnait 
25 d'un phenotype d6celable. La mutation ciblee ddcrite 
par Thomas et al., avait pour effet d'inactiver le 
gene HPRT et, par consequent, de faire disparaitre le 
phenotype decelable normalement associe avec le HPRT 
Le gene de selection Neo«, sous le controle d'mi 
30 promoteur TK, etait done incorpore dans i-adn 
d- insertion afin de permettre la selection des 
transformants. II est a noter que les experiences 
decrites dans I'art anterieur impliquaient une 
selection soit par le gene receveur (p. ex HPRT) soit 
35 par le gene d'insertion (p. ex Neo«) . Le site de 
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1' insertion et/ou le type de gfene insure est done 
limite a des genes conferant un caractfere selectable. 

En outre, dans I'art antdrieur, les sequences 
exogenes sur le vecteur servent done & la fois a 
5 eibler le site d • integration et a introduire la 
modification. Suite k la reconbinaison homologue, le 
gene modifie se trouve tou jours dans son 
environnement g^netigue normal. 

Rappelons qu'un problfeme qui se pose au cours de 
10 la production d'animaux transg^niques est le danger 
d'inactiver un gene cellulaire endog^ne qui se trouve 
au point d' insertion du g^ne 6tranger. 

Selon la fonction du produit du g6ne inactive, 
une telle inactivation peut conduire h des d^sordrei 
15 physiologiques ou morphologiques importants chez 
1' animal transgenique, ou pourrait meme empficher sa 
survie . 

En revanche, 1 • inactivation d'un g6ne pourrait 
etre consid6r6 comne avantageux si le gene en 
question codait pour un recepteur de virus ou autre 
agent infectieux. 

Les inventeurs ont dtudid la possibility 
d'6viter les inconvenients d6crits plus haut, et 
associds, dans certains cas, a 1 • inactivation 
possible d'un ou plusieurs gfenes cellulaires endogene 
de fonction importante au cours de la production 
d'animaux transgdniques . 

L' invention a pour objet un procdd6 de 
remplacement specif ique, notamment par ciblage d'un 
30 ADN, dit ADN d' insertion constitue par une partie 
d'un gene susceptible d'etre rendu fonctionnel, ou 
dont le fonctionneaent peut dtre rendu plus efficace, 
lorsqu'il est recombin6 avec un ADN de complement 
pour alors foumir un gfene recombinant complet dans 
le genome d'une cellule eucaryote, caract6rise en ce 
que 
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- le site d. insertion se trouve dans un gene choisi 
dxt gene receveur, et contenant I'ADN de complement' 
et en ce que ' 

- I'on transfecte des cellules eucaryotes avec un 
yecteur contenant un ins^rat comprenant lui-meme 
I'ADN d. insertion et deux secjuences dites 



"flanguantes" de part et d'autre de i-adn 
d'insertion, respectivement homologues a deux 
sequences genomiques qui jouxtent le site d'insertion 
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10 souhaite dans le gene receveur, 

- I'ADN d'insertion 6tant het6rologue vis-a-vis du 

gene receveiir, et 

- les sequences flanquantes, 6tant choisies panni 
celles qui constituent le susdit ADN de complement et 
qui autorisent, par recombinaison homologue avec des 
sequences correspondantes du gene receveur la 
reconstitution d'un gene recombinant complet dans le 
g6nome de la cellule eucaryote. 

L' invention conceme aussi un precede de 
production d'animaux transg6niques , caractdrise en ce 
que des cellules E.S. sont transfectees dans les 
conditions sus-ddcrites et selectionnies pour 
l'6venement de recombinaison homologue, a savoir 
1- integration correcte du gfene stranger, les cellules 
transfectees sont injectees dans des embryons li un 
stade OH ils sont aptes a intdgrer les cellules 
transfeotdes (par exemple au stade blastocyste) 
ceux-ci sont ensuite reimplantds dans une mfere 
porteuse et les individus chimferes obtenus au terme 
de la gestation sont aocouples. si les cellules E S 
ont colonise la lignee germinale de I'animal chimere' 
des animaux transgdniques hetdrogozytes pour le gfene 
remplace seront obtenus par aocouplement (Fl) dans la 
descendance. 

35 11 est egalement possible d'inscrer le gene 

porte par le vecteur de I'imrention, dans I'oeuf peu 
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de temps apres la f6condation (c'est-a-dire moins de 
24 heures). De cette maniere, 1' insertion est 
ef feature pendant que I'oeuf est a l'6tat 
unicellulaire . 

5 L' invention concerne aussi un plasnide apte a 

effectuer 1' insertion cibl6e d'un gene recombinant 
dit gene d' insertion dans le genome d'une cellule 
eucaryote, caract6risd en ce gu'il contient un 
ins6rat comprcnant lui-meme le gene d' insertion et 

10 deux sequences dites "flanquantes" de part et d« autre 
du gfene d« insertion, respectivement homologues aux 
deux sequences g^nomiques qui jouxtent le site 
d' insertion souhait^ dans le gene receveur. 

L' invention concerne egalement des animaux 

15 transgeniques dans lesquels au moins un gene endogfene 
a 6te inactive par 1« insertion d'un g6ne qui est 
different du gfene inactive, le gfene d' insertion 6tant 
insure dans tme position qui permet 1' expression de 
ce gfene sous le controle des sequences regulatrices 

20 du g&ne endogene inactive. 

Le proc6dd de 1' invention permet, done, grace au 
phenomcne de recombinaison homologue, d' insurer d'une 
manifere ciblde des gfenes strangers , en particulier 
des sequences codantes ddpourvues du promoteur qui 

25 leur est normalement associ6, dans le genome d'un 
organisme eucaryote k un site qui permet leur 
expression sous le controle du promoteur endogfene du 
gfene oh se fait 1' insertion,- et par consequence, 
d'inactiver le gene endogene cibl6. 

30 Selon un mode de realisation prdferd de 

1' invention, le gene receveur cibld est un gfene qui 
est present dans le genome en au moins deux 
exemplaires. L' utilisation de la technique 
d'eiectroporation (Ref. ll) assure 1 • introduction 

35 d'une copie seulement du gene etranger. 



FEUi'LLE DS REfVIPLACS-fi/JEr^T 



^\3I 1 Jlkj^H 

PCr/FR90/00185 



10 



15 



25 



30 



7 



Selon cette variante de 1- invention, 1- insertion 
cibl6e du gfene d'intiret (c'est-i-dire le gene dit 
d- insertion) a pour effet d'inactiver la seule copie 
du gene cellulaire endogene oil se fait 1' insertion et 
laisse intacte et fonctionnelle la ou les autre (s) 
copie (s) de ce gene. 

De cette fa^on, le fonctionneaent gen^tique de 
1- animal transg6nique n'est pas ou peu perturbe par 
1' introduction du gene stranger, meme si 1- insertion 
inactive une seule copie d'un gene essentiel receveur 
pour le d^veloppement de I'aniaal. Soit son 
developpement ne serait done pas affecte par 
1' insertion du gene etranger, soit les perturbations 
Hineures possibles dans le cas de 1 ' inaotivation d'un 
gene critique ne seraient probablement pas lethales 
pour !• animal. Les effets de 1- insertion du gene 
etranger a l'6tat homozygote pourraient etre de toute 
nature et seraient observes en 2eine generation {F2) 
aprfes croisements d'individus h6t6ro2ygotes (Fl) 
20 entre eux. 

Si, par contre, 1 • inaotivation de toutes les 
copies d'un gene est souhait6e, par exemple, dans le 
cas oil le g^ne code pour un r6cepteur d' agent 
infectieux, de multiple copies du gfene stranger sent 
introduites. Le contrdle de la quantite introduite 
peut #tre assure en faisant appel 4 des techniques 
connues. 

L« insertion cibl6e du g^e 6tranger pernet done 
son introduction dans un site ou son expression est 
sous le controle des s6quences regulatrices du gfene 
endogfene ou se fait 1« insertion. 

Le proc6dd de 1' invention permet ainsi d' insurer 
le gene stranger derrifere un promoteur endogfene qui a 
les fonctions desirees (par exemple, specificite 
d- expression dans tel ou tel tissu) , et cela, le cas 
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selon u„ „oae de realisation particulier«.e„t pr«er6 
ae l.xnventxcn, i.adn ^'insertion cc-porte entre iL 

=>'»e part u„. s.^ence 

rei^i^ant! ^^i:::: pa"" """^ - 

/ I., a aurre part, une sequence cortaT,+. 

" ™ P^^oteur autorisant !• expression 
de 1. agent sllectit. le gtae receveur etTe 'Z 
rec<»bi„a„t oodant pour de= proauits a ■ expression^! 
eonfsrant pas ae ph^notype sileotable. 
15 est =tte=tlon des transtor»ants 

:e™ ™: ^^^^-"^-^ ■'^ -ture a„ ,L 
receveur et au gene InsSr^, contraire^ent aux 
precedes d^crits Jusgu-. ce Jour dans lesjels Z 
gene .nsfc. ou le gene receveur devait par ntcessit! 
=0 s^^ a.expression pLet^a:: t 

=0 selection des trans for^ants. Le systtoe d^elopp. 

les .nventeurs per.et une flexibility totale e„^ 
gu. conceme la nature du g.ne receveur et du gj! 
insere ou du gtae forms par la r.^™.K- ^ 
^omologue les inventeurs o„t Lnst^:. d^ ^e" 
25 surprenante ^e Llnsertion de sSguences de Siu! 
-portante (par exemple d-environ 7.5 kb, n-a^fect! 
pas la fr^guence de recombinaUon hcologue 
L'effet que peut avoir 1- insertion rt= i 

30 r trr\^-^- - ---on^uiuC^::: 

le type de seguence insSrSe par exemple le 
r^lacement d-une sSguence codante. le re Jace^ei: 
a seguence rSgulatrioe, 1 ■ inactivation ou la 

reactivation d-un gene par Mitaticn ou 1 ■ a»«ioratio^ 
au taux a.expression d-un gtae. ii est possmT 

re^paJtlTd""' " - - 

une partxe d-une phase codante par une sSguence 
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gene r«.plac^ a«„ g„e ^expression du atae in..^! 

evite la foraation de prot^inas de fusion 
pourrait .tre i„d.sirable chez u„ Tnlli 
transgdnique. animal 

Selon ce mode de realisation de l-inv..,*-,- 

flanquantes mie sequence codante h4^i ? 
dipourvue de promoteur la "tterologue 
autre ^.^ ,1 ^^^^ ^^^^ "a.t 

.■.CK d.insertion peut 00^0:^: ITT^'^ 
la sequence oodante et toujours entre ll/ - 
«an™s, un ,.ne Jant pT^ 1 ^TrT 
selection, associ* i p„„„,^„ pILet^„? 
expression dans la cellule clbie son 
"! r'^^' ^» C'^nte h.terolcgue 

a les propriet^s scuhaittes, par example une cert. 
sp.ci.icit. d.axpression. cu grille L .Zsl^TZ 
etc la silectabilit* des cellules transfor»4es '^^t 
ent..re.ent i«,.pa„dante da Lexprassion de "! 

IZT "tT - ^ constructi™ 

permat, par example, da s^lactionner les 
transformants ^ si le gina remplac. par u 
seguanca codante hStSrologue n'est 
exnr<»i , -"^e n est pas nonaalement 

exprime dans les cellules cibles. cacl est 
particull4ra»ant important dans la Tl. 
d'anlmaux transg^nigues 4 partir da cellunT 
(•■^ryonic ste. calls., Puisgu-una p::;j; ; 
^portante das g.„as rests inactive i^^-I Z ^Z 
Plus avanc. du d^valoppement da i-ani^i. Z T^l 
Hox-3.1 est „n «<.^ie de ce t„e de g^e. ...T. 
part, si la siguence codante code pour un^ 71. 
.acile^ent d.cela.le, par ^^.J:^,^^^ 
daveloppament da la grille de transcription du'gjl! 
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endogene remplace peut etre suivi. Le vecteur pGN est 
un exemple de ce type de construction. 

Selon un autre mode de realisation de 
I'invention, l-ADN d'insertion peut oomporter une 
sequence rdgulatrice 6trangere. Le site d- insertion 
et, par consequence, les sequences flanquantes sont 
choisies en fonction du but desire, a savoir soit 
!• insertion de la sequence regulatrice dtrangere pour 
donner un effet de "double promoteur" avec la 
10 sequence regulatrice endogene, ou soit le 
remplacement d'un promoteur endogene par le promoteur 
etranger. La sequence codante qui se trouve sous le 
controle de la sequence regulatrice peut fetre 
endogene. 

15 une autre possibility serait 1» insertion cibl^e 

d'un ADN etranger qui comporte h la fois une sequence 
regulatrice et une sequence codante. il est possible 
que la sequence regulatrice . soit celle qui est 
naturellement associ6e avec la sequence codante 

20 Le prooede de I'invention met en oeuvre un 

vecteur contenant deux sequences -flanquantes" de 
part et d'autre du gene etranger. ces sequences 
flanquantes ont au moins 150 paires de bases et sont 
de preference inferieures a la longueur du gene 

25 receveur. II est essentiel que ces deux sequences 
flanquantes soient homologues aux deux sequences 
genomiques qui jouxtent le site d'insertion souhaite 
La sequence flanquante du vecteur qui se trouve en 
amont du gene etranger ii introduire, est normalement 
homologue a la sequence genomique qui est situee du 
c6te 5. du site d'insertion. De la meme maniere, la 
sequence flanquante du vecteur qui se trouve en aval 
du gene etranger, est normalement homologue a la 
sequence genomique qui est situee au c6t6 3- du site 

5 d'insertion. 
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5 des margueurs d.= .• "^e^ transfonnants, 

ve=t,«r Htc ™ '""^"^"^ a; 

4 1- Inverse la P"»°teur endogine ou, 

inverse, la sequence coaanta d>iDll .n^™- 
la =ontr61e d-tt^ts de r.L^«on !!" '""^ 
apport.s par la s.,„en=. d-insertl!::! " """''"^^ 
«algr« la prisence des sequences fl.„™, . 

amplifier la s JJe l^ .'^^^TcTt':"' 
aurait da se faire. De cette f.=™ . ''^■««"1" 
tra„sfor=4s 4 la suite ' ^^""'^ 

2^ sent s«ectio„n/s. «==«^lnaison h™ol=,ue 

l*s sSquences flanquantes du vacteur =o„* k< 
*vide»»ent choisies en fonotion du sTte d-t ,! 
a.slr. pour que la recc^inaison Cl/gu^ pt"" 
avoir Ueu. le cas *ehiant l.= """"a^^ Puisse 

30 peuvent coMporter aT' e'C^tn^-TJl^'^^'^ 
Pro^oteur endo,*ne et/ou dr^^tdl^aur aL" 
sequences qui pricMent le codon d-inltla^ 
a^Jllorer le tau. da traduction (s/qu^craLrntre": 
sequences r^pliques des sequences de ter!l!., 

- nota^ent des sites de pol.ad.,iatlon "Ce^:: 
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Le gene d' insertion peut etre n-inporte quel 
gene d'interet. On citera , 

, cirera conme exemples non- 

decrat Plus loin), les g,nes codant pour 
I'interleukxne ou Linterf^ron, les g.nes de 

belT^n' - "^""'^ '•^^''^^ ou 

beta-3 adrenergxque ou de H.I.V., et des genes connus 

co^e .tant li.s . certaines :.aladies, par exe.ple " 
myopathie, etc... 

selon une variante pr«4r*e de 1' invention, les 
cellules eucaryotes sent des cellules sc;cies 
eiJjryonnalres (voir Ref . 14 et 15) . 

En effet, une cellule E.s. Butte peut 4tre 
inject^e dans un e»brycn precoce qui, aorts 

la lignSe genninale est coloniste par la cellul. 
»ut.e, l.aniMal chl»4re trans^ettra la station I si 
descendance. Par la suite, on pourra observer les 

certains individus, sur leur d^veloppement, leur 
co^orte^ent, leur „.tai,oUs„e, leur patholcgie. 

La figure 1 montre le plasmide pGH, 

.t "'"^^ ' * " Bolieules poMA 

et pGMD respectivement construites » partir du 
Plasmide ps„ par rapport au g^e Hcx-3.1 oes 
Plas^ldes sent des plasMdee de nutagSnese. Les deux 
parties de la phase codante du g^e Hox-3.1 sont 
represent.es, sur le chroMosce 15, avec la bolte 

Horn r'^- ^^^^ correspondantes 

Hox-3.1 ont ete elonSes dans le plasmide pGH. 

(A : signal de polyadtoyiation; Enh/Pro : enhaneer- 
pronoteur) . 

3= dL:\a°U'™ oXi^cnucl^otides utilises 
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Ijes figures 3 a e ~ ^ 

aans eonstructL '^"""^ 
la figure 7 iUuatre la ^. 
reco,.binalson homologue avec la te=h„, 

transferees. ' =^""1- =-S. 

cellules E.s. (C.C.E.). " 
10 Le proc6d4 da 1- invention est rt.o 

inaustrielle tr4s large et /'^PPl^catlon 
-ture du g^e .tra„,erVr:du!: 

hc^clo^es et cellules ^7'""! — >»bi„aisons 
pr.cieuses sercnt apport^s des"™ 
20 facteurs de oroissance, del IT""' 

::;err"a'ctr;d' i-^- - --^^ - 

ia re.er.\ ^ ^TCrtr T 

recherche mSdicale est la possibili« T 
une ^adie hu^aine dont 1^ 1^:^:17:^.^1 
est eonnue (certalnes naladies h„™ 

pathoiogie, telle la ^opathie de ^^esneT^ra,,: 

le-^r/e^Cr - - 

30 En appliquant le procSd* de 1 -Invention 

connu co^e .tant responsable d- une 1111!: " /""^ 
est inssr. d-une „anitoe clbWe ^'s^e^ 
cellule E s Ti»«- , ^ genome d'une 

la : transg^nique qui est produit 

la suite pr^sente un module utile de cette Jiadie 
35 Si necessaire, et connne d4crit plus ha^f n 

fonctio„3 .^.tiques nor^aux 'pTuvet ' ."l 
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sensiblement maintenus, malgre 1- insertion du gene 
et ranger. 

one autre application du procdde de 1' invention 
consists h insurer un g6ne d' insertion qui est 
facilement decdl6 e.g. le gfene lac.Z et qui peut done 
Douer le role d'un marqueur cellulaire. De cette 
manifere, des etudes de filiation e.g. chez des 
animaux de concours sont facilitees, et la race peut 
etre suivie. 

L'insertion du gene lac.Z conune gene d'insertion 
rend aussi possible des etudes de promoteur. Grice It 
la possibilite de ddceler 1- activity ^-galactosidase, 
I'actxvite et la specif icitd de differents proaoteurs 
endogenes peuvent tee dtudides en ciblant differents 
sites dans le m&ne type ou differents types de 
cellules. Les m&nes 6tudes pourront etre effectuees 
sur un organisBe entier, au cours du ddveloppement ou 
^ I'^tat adulte, en utilisant les techniques 
d aniaaux chimeres ou transg^niques, 
20 Les inventeurs ont constate d'une naniere 

surprenante que la frequence de reco^nbinaison 
homologue n'est pas affectde par l'insertion de 
fragments de taille iaportante, par exemple le Lac 2 
cette observation a suggdr6 aux inventeurs que la 
technique de recombinaison homologue serait bien 
adaptde t l'insertion d'autres genes het^rologues qui 
sont de taille importante. 

Grace ^ la possibility de modifier le genome 
d un animal, le proc^dd de 1- invention peut ^galement 
tee utilisee en tant que "th^rapie genique". Les 
utilisations les plus dvidentes consisterait ^ 
inactiver les g^nes de r^cepteurs d'agents infectieux 
(Virus ou bacteries) ou toxiques. si cette mutag^nese 
s'averait lethale, il faudrait retablir la fonction 
perdue sans retablir la sensibility aux agents 
nuisibles. un gfene modifiy codant pour un tel 
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recepteur pourrait etre r^introduit dans la cellule 
mutde, ^ moins que la modification puisse etre 
provoquee par la recoinbinaison homologue. cette 
modification du patrimoine g^ndtique confererait a 
1' animal une immunite contre la maladie consid6r6e 

Ce protocole peut aussi intervenir dans le cadre 
d'auto-greffe. Des cellules, malades ou saines 
prelevees sur un patient, pourraient etre soign^es et 
immunisees, puis reimplantees chez le meme individu 

La technique de !• invention se pr^te aussi aux 
.tudes d-activit. de produits pharmaceutiques 
presumes avoir une activity 4 I'dgard des produits 
d'expression d'un gfene pathologigue lie & une 
maladie. Dans ce cas, le gfene d- insertion est 
constitue par le g^ne pathologigue et on administre i 
1 animal transgenique le produit pharmaceutique en 
vue d'evaluer son activity sur la maladie. 

L' invention va fitre illustr6e 'en faisant 
reference au plasmide pGN et son utilisation dans 
1 insertion cibl^e d'un gfene dtranger (lac.2, codant 
pour 1. enzyme ^-glactosidase d'E.Coli) dans le genome 
d'une cellule d'E.S. de souris. Le gene lac.z a dt6 
choisi en raison du fait que son expression peut fitre 
facilement deceive et est simplement 4 titre 
25 illustratif. 

La phase codante de l- enzyme ^-galactosidase 
d E.Coli (lac.z; 1-3057), fusionnde avec une sequence 
g^nomique (7292-3) du gfene murin Hox.3-i (Ref i) 
debute par le codon d- initiation de ce g^ne. En 
effet, la sequence qui precede le codon d' initiation 
de Hox.3.1 est identique ^ la sequence consensus 
observ^e chez les vertdbr^s (Ref. 2), permettant 
amsi un meilleur taux de traduction de la ^- 
galactosidase dans les cellules de vertebras. Le gene 
lac.z est suivi d'un signal de polyad6nylation par 
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exemple du virus SV 40, comne la plupart des gfenes 
eucaryotes, afin de stabiliser les ARNj messagers. 

L' activity de la /5-galactosidase d'E.Coli, qui 
est fonctionnelle dans les cellules eucaryotes, peut 
etre deceive de differentes manieres. Des cellules 
exprimant le gene lac.Z prennent une coloration 
bleue, apres fixation, en presence de X-Gal, qui est 
un substrat de la ^-galactosidase (Ref. 3). un 
nouveau substrat, le pdg (flurorosceine di-^- 
galactopyranoside) , permet de ddceler et de doser 
1' activity ^-gai. tout en gardant les cellules 
vivantes (Ref. 4). Les cellules exprimant lac.Z 
accumulent un produit fluorescent et peuvent etre 
isol4es k I'aide d'un trieur de cellule ou facs 
(fluorescence-activated cell sorter) . 

L» unite de transcription du gfene de resistance h 
la n^omycine provient, en grande partie, du plasmide 
PRSV neo (Ref. 5). Le LTR (long terminal repeat) du 
virus du sarcome de Rous procure des sequences 
20 activatrice et promotrice trfes puissantes dans de 
nombreuses cellules eucaryotes (Ref. 6). Du 
transposon bact^rien Tn5, viennent un promoteur actif 
dans E.Coli et la phase codante de 1" enzyme 
phosphotransferase (Ref. 7) , qui est suivie du signal 
25 de polyadenylation du virus SV40. Le meme g6ne sous 
le double contrfile des promoteurs RSV et TnS peut 
conf6rer la resistance & la ndomycine ou la 
kanamycine aux bactdries et la - resistance au G418 aux 
cellules eucaryotes. 
30 Par I'effet d'une simple mutation ponctuelle, 

1' unite B des sequences activatrices (enhancer) de la 
souche PyEC F9.1 du virus du Polyome est devenue 
beaucoup plus active dans differents types de 
cellules, et en particulier dans les cellules de 
35 carcinome embryonnaire (EC) (Ref. 8). Deux copies de 
cet enhancer Py F9.1 ont ete ins6rees en tandem dans 
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I'orientation "promoteur tardif" ae l» / 
regulatrice du Polyoma. "^^'^^ 
f ^ d'ameliorer le taux de traduction de la 

d'lnitiation a modifUe lors d-m,. -utagtoiae oaT 
ollgonuclaotide. Alnsl la s.,ue„« , , c H^T H 
est devenue G c A c c A_a^ oorrespondant beal^^^i^ 
Bxeux a la sequence consensus d-lnitiation de la 
10 traduction ohez l«s vertttr^s (Ref . 2, . 

Les aaCLiorations apporttes 4 l'unlt4 d« 
transcription du gtoe de resistance a la n4o.ycine 
=nt pu ^tre estlM.es en transfectant des celLl^s 
souches enbryonnaires (ES) de souris. a molarity 
™ ""^ avec les enhancer 

G418 que le pRSV neo et = * 3. 

decrit par Capecchi et al (r«. 13). a nouveau, le 
noi,4,re de clones a 4t6 augBent^ 60x, soit 4S0x oar 

20 rapport au p,sv neo. en .odifia^t la 

d.i„.txation de la traduction. la reco^in^Lon 
homologue peut .tre un .v^ement assez rare, selon 
les conditions expSrimentales appligu^es (p. ex 
1/1000 pour H^T, r.f. 13). „„ vecteur pr4sent^t une 

=5 e«ioacit* de selection eievie est done tr*s uti^ 
d.autant plus que les conditions d-ilectroporatio; 
donnent lieu principalement 4 1 • integration d-une 
seule copie. 

Le plasmide pcN contient, en outre, une origine 
30 ae replication bact.rienne de type com, ,...2l,Zl 
permet les clonages et les preparations dans E.Coli 

Enfin, un site de clonage multiple (M.c S \ 
synthetis. in vitro, gui ne contient gue des sitis 
coupure uniques dans pGN, a .t. ins.r. en amont de 
'5 lac.Z, afin de faciliter les utilisations de ce 
plasmide. 
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Les sequences "flanquantes" plasmidigues qui 
provoquent la recombinaison homologue sent ajoutees 
aux extr6mit6s du plasmide pGN apres linearisation du 
plasmide en amont de lac.Z, par un site du MCS (voir 
5 fig. 2). En 1' occurence, les sequences flanquantes 
choisies sont homologues des sequences chromosomates 
issues de Hox-3.1 devant ulterieurement intervenir 
dans la recombinaison homologue. 

La figure 2 situe la moleciae construite a 

10 partir du plasmide pGN par rapport au g6ne Hox-3.i. 
Dans ce cas, une recombinaison entre les sequences 
plasmidiques et chromosomales de Hox-3.1 resulterait 
en une insertion au d6but de la phase codante de ce 
gene, done ^ son inactivation tot ale. 

15 Le plasmide pGN rassemble plusieurs avantages 

pour cette m6thodologie, qui est applicable h 
n'importe quel gene. L'6vfenement de recombinaison 
homologue pouvant €tre assez rare (de I'ordre de l 
pour 1000 integrations non-homologues) , ii est 

20 necessaire de pouvoir analyser un grand nombre de 
clones dont la resistance au 6418 soit suffisament 
forte pour s'exprimer dans n'importe quelle partie du 
genome. Les modifications apportees a 1 'unite de 
transcription de la phosphotransferase repondent 

25 parfaitement t ces problemes. La methode de 
mutag6n6se par recombinaison homologue equivaut h 
inactiver un gfene par une insertion ou une 
substitution, mais le plasmide pGN presente 
I'avantage suppiementaire de pouvoir substituer 

30 1' expression de la /3-galactosidase a celle du gfene 
mute. Enfin, le MCS facilite les clonages de 
fragments genomiques. 
EXEMPLES : 

I - Construction du plasmide nCN 
35 Les plasmides intermediaires sont numerotes 

selon leur etape. 
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1* etape : 

n r"'°" '''' ' " -i^ 

insertion a-un ii^cer Xho I dans le site Bgl i .e 
PRSV „eo, re^u par le frag^t Klenow de 1-^ 
polymerase d»E.Coli. 
2* 6tape : 

insertion d'un sitP j da». i. ...^ , 



plasmide pi 

Insertion d'un linker cia t /4a*,. i 

uii iinjcer cia I dans le site Nde i de pi 

rempli par la polyadrase Klenow. ' 

3* dtape : 

, d 'enhancer Pv vo , .. . ^^ 

du plasaidA ' ^ 

insertion d- enhancer Py F9.1 pvu h-pvu ii isole par 
un sate unique. Ace I, dans le site Cia i de p2 
Selection d.un clone contenant deux enhancers orient! 
aans le sens "promoteur tardif". 
4- 4taiie : 

Deletion k-» T-np a i j,, p i.„,^. 
I«s deux enzymes, donnant des extr^nit^s "bouts- 
francs", peuvent 4tre ligute directe-ent. cette 
deletion enl4ve Li^tron de Lantigtae t de sv 4o 
qu. n-est pas trte utile, et dininue de „anitee 
appreciable la taille de Lunit. de transcription Z 
la phosphotransferase. 
5* 6tape : 
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La partie 3' de la phase codante de la ^- 
galactosidase, suivie du signal de polyadenylation du 
virus SV 40 est isol6e du plasnide p5 par les sites 
Xho I-Aat II et clon^e dans le plasnide p4 par les 
memes sites. 
7- dtape : 

Insertion du 5' lac .Z dans 1^ vecteur irs- 
La partie 5' de la phase codante de la ^- 
galactosidase est isolee du plasnide pMC 1871 
(Pharmacia) par les sites Pst I-Sac I et clonee dans 
le vecteur KS- (stratagene) par les nenes sites. 
8' 6tape : 

Fusion d'une sequence q6nomiauf>, Wox-3.1 av«»n io 
5' lac.Z 

Une sequence g^nonique du gfene Hox-3.l, clonee dans 
le vecteur KS-, est purifi6e par digestions 
successives par !• enzyme Sac I, puis par la nuclease 
Mung bean et enfin par 1« enzyme Apa I. Cet insert est 
fusionnd avec la partie 5« de la phase codante de la 
^-galactosidase par clonage dans le plasmide p7 
digdr6 par Apa I-Sna I. La prot6ine ainsi fusionnee 
contient le codon d- initiation de la traduction du 
g^ne Hox-3.1 suivi de la phase codante de la ^- 
galactosidase (v6rif iee ensuite par sequengage) . 

Met Ser Ser lie Pm «3h# b 

CCAGC AT G AQCTfi r. .jj JTL /f^ 

GGTCG TaJ^g 

CCAGC ATG AGO T i^gmal 
GGTCG T AC 

I nuddase Mung bean 
CCAGC ATG nr^^^.^^ 
GGTCG TAC « GGQGATCCC 

^ CCCCTGGGa. 
Met Gly Asp Pro 
35 CCAGC ATG GGQ GAT CCC 

GGTCG TAC CCQ CTA GGQ 
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9' etape : 

Insertion de Hox-3.1-s» 

£6 

La fusion Hox.3.1.5. lac.Z est isol.e du plas^ide p8 

P6 par les He^es sites. Ce clonage a pour effet de 
reconstituer la phase codante de la ^-galactosidase 
dans sa totalite. xuase 
10* 6tape : 

Insertion du gfenP Neo« d;.n« i^ vecteur 
Le gene de resistance a la neo^ycine (proBoteur 
bacterxen et phase codante de la phosphotransferase, 
est xsolee du pRSV neo par les sites Hind iii-eco ri 
et clonee dans le vecteur KS+ (Stratagene) 
11* etape : 

Mutaqenese d e la^ secmence d. in,'^....^, 



dans pio 

La sequence d' initiation de la traduction de la 
Phosphotransferase est aodifi^e pour etre identique 
a la sequence consensus observ6e chez les vertebres 
et permettre ainsi un taux sup^rieur d- initiation de 
la traduction done une resistance accrue au G418 pour 
les cellules de mamiferes. La modification crde 
egalenent un site Apa LI qui permet de controler 
I'eMicacite de la mutagSnese. 



GTTTCGCAifi .» QTQCACCAifl 

30 

/«™,^«™ Oligonucleotide 
(CTTGTTCAATCATGGTGCACGATCCTCA) comportant une region 
de misapparie^ent avec la sequence du pRsv neo 
(soulignee, est synthetisd (Gene Assembler 
35 Pharmacia) puis phosphorylee par la polynucleotide 
kinase du bacteriophage T4. Une matrice simple brin 
du plasmide pio est prepares grSce 4 I'origine fi du 
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plasmide KS+ et hybridee avec 1 ' oligonucleotide de 
mutagdnese. Le deuxieme brin est synthdtise et repare 
par la polymerase Klenow et I'ADN ligase du 
bactiriophage T4. Apres transformation de bact^ries, 
^ les clones mut6s sont criblds ^ I'aide de 
1- oligonucleotide marqud au «p. La mutagdnese a 6t6 
v6rifi6e en digerant par Apa LI ainsi que par 
seguen^age. 
12* etaoe : 

10 Remplacement de la s^ cruence d« initiation dans 

plasmide p9 

Dn fragment contenant la sequence modifiee 
d' initiation de la traduction du g^ne de resistance it 
la neomycine est isolee du plasmide pii par les 
enzymes Hind III-Eag I et clonde dans le plasmide p9 
par les memes sites. 
13' dtaoe : 

Insertion du site d e clonaae multiple A^r.^ 
plasmide pl2 

Deux oligonucleotides complementaires sont 
synthctises (Gene Assembler, Pharmacia) puis 
phosphoryies. Apr6s appariement, le HCS est clone 
dans les sites Apa I- Sac II du plasmide pi2 grice k 
ses extremites cohesives 

Xmal Asp718 Y^t 

-AaaJ SffiaJ Koni yk^, ''Z l g_^„ 

«• CCCCQGGGGTACCTXTAGAATGCATTC^^ 

Le site de clonage multiple a 6galement 6te verifie 
par sdquengage. 

" Addition — des sequences "flancp iani- es" aux 

extremites du plasmide pGN linp arise en ^apnt de 
lac.Z' par un site du M.C.S 

Les sequences flanquantes utilisees ont ete 
choisies en fonction du site d« insertion souhaite 
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(par exen.ple, Hox-3.1, voir Fig, 2 a et b tdGMA 

PGMD, deux bras d-ADM homologue au locus Hox-3 i 

vecteur pes. Le bras 5- eomence au site s.= tt 
(CCacGG,au nucleotide de L^c c21 de ho.-3 f 

rL'T^^/rtrT;;^ - 

" « au nucl.«^: L dHTo c^i. t\ ^ J 
.•.tend 3ur 1.5 ^ en 3- jus^-au premier sitrS« 
un luucer Hsil a ft. i„s4re dans le site ^ t 
f recent s. et dans le site Pstx du fra^^t^Tx^: 

sites Hsi 1-sac II et ipa i.„3i , 
respective^ent. La sequence de l.«,Nc de Hox-3 i c« 
est publUe (Tit. 1). aox 3.1 c21 

Le plas^ide de »uta,&,4se est linearis^ par 
digestion avee Hsi I .v.t,i- .s, - 
celiii«= p » = ^sotroporation de 

cellules E.S. Ses ertremit^s sont forages des deux 
bras g.no„igues clones aux sites «pa l-Hsi l et 
I-Sac II du vecteur pGN. 

Le plasnide pGMD ne presente pas de slg«,i ae 
polyaddnylation apres le gene de resistance J" Z 
« revanche, presente une sequence ricbe Z 
responsable d-une degradation selective de ^ 
inseree dans la sequence de 1-intron d„ » , 
plasmlde. Hox-3. l du 

la »e»e structure que 1. psMD i.ats contient les 
sagnaux de pclyadenylation et de ter»i„aison de 
transcrxption du SV40 et ne presents pas la sequenc 
Atl de degradation de en aval du gene Keo^ !!! 

^.ifications avaient pour but de redufre le 

a «tegration au hasard. En revanche, des clones 
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issus d'^venements de recombinaison homologue entre 
PGMD et Tin locus Hox-3.1 devrait avoir une croissance 
inalteree pendant la selection au 6418, la sequence 
AT de degradation de mHNA etant ^liminee par le 
proc6d6 de recombinaison meme, ou epissee avec 
I'intron Hox-3.l. 

Dans les stapes experimentales qui suivent, le 
protocole decrit par Thompson et al. 1989, a 6td 
suivi pour la production d'animaux chimeres. 

- Transfection de c ellules embrvonnaires 
souris 

La methode decrite par Thompson et al. 1989, a 
6te utilisde pour transfecter des cellules 
embryonnaires de souris. L 'utilisation de la 
15 technique de 1 • ilectroporation assure 1 • introduction 
d'une seule copie du gdne Stranger (lac.Z) par 
cellule. Apr6s transfection, plusieurs clones 
exprimant la p-galactosidase ont ete isoles. 

Les plasmides de mutagdnese pGMD et pGMA ont 6t6 
20 linearises et introduits par 41ectroporation dans des 
cellules E.S. afin de favor iser 1« insertion d'une 
copie seulement dans le genome {r6f . ii) . 

Les transfections initiales ont 6te effectu6es 
pour comparer l'efficacit6 de ciblage du Hox-3.1 des 
25 plasmides pGMA et pGMD (voir tableau I) . 
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Recombinaison homologue dans le g^ne Hox-3.1 



Exp. 



I 

II 
III 



Plasmide 


N* de 


Nb de clones 


Nb de rSsul 


de nuta- 


1 ' ensemble 


formant 


tats P.c.R, 




analyse 


1 ' ensemble 


positifs 


pGMA 


3 


600 


0(2) 


pGHD 


5 


250 


3(5) 


pGMD 


84 


2-3 


5(5) 



Tableau I 
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La lignee cellulaire E.S. "cc.E." (r6f. 16) a 
6te maintenue d'une maniere continue sur des couches 
nourricieres f ibroblastiques (ref. 17). Pour les 
experiences I et II, 1.5 x lo' cellules E.s. dans 1 5 
5 ml HeBS ont electroporees {r6f. ii) a 200 V, avec 
40 ag de plasmide linearise, puis 6talees sur guatre 
boites de cultures (diamfetre loo ma). Pour 
1' experience III, le choc a 6te effectue dans les 
memes conditions mais un quart des cellules ont 6t6 

10 etalees sur quatre plaques a 24 puits. Le lendemain 
250 ng ml-1 G418 ont dte ajoutes. Chaque transfection 
a donne lieu a environ 2400 clones avec pcaiA et 
environ 1000 clones avec pGMD. 

Le nombre moyen de clones de cellules E.S. 

15 resistantes au G418 dans chaque ensemble est indiqui 
dans le tableau I, ainsi que le nombre d« ensembles 
donnant un resultat positif avec la technique P.c.R. 
Un resultat positif signifie q'une bande de 1.6 Kb a 
pu etre observee sur un gel d' agarose colore de 

20 bromure d'ethidium (voir fig. 7). Le nombre 
d' ensembles donnant un signal positif aprfes une 
analyse de Southern du melange P.c.R. et hybridation 
d'une sonde specif ique qui ne contenait pas les 
sequences des amorces est indiqu6 entre parentheses 

25 (fig. 8). 

Detection dfe la ^ecombinaiso n homolog ii^ .rr^^ 
P.C.R. 

P.C.R. a ete effectuee sur lo' -cellules d'un ensemble 
de 250 clones de la transfection II (voir voie D de 

30 la fig. 7). Dans les autres voies, quatre ensembles 
de la transfection III ont 6t6 analyses ensemble en 
m^langeant environ 4 x 5000 cellules. Les amorces 07 
et 08 utilis6es dans la P.C.R. entourent la sequence 
3« Hox-3.1 du plasmide de mutag^nese (fig. 2). Le 

35 fragment de 1.6 Kb recouvrant cette sequence 3' ne 
peut fetre amplifie que dans le cas d-une 
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recombinaison homologue. Les voies 2, 3 et D 
illustrent des resultats positifs. 

L'ADN de clones E.S. a dt6 prepare au moment de 
la repligue sur filtre en utilisant la mdthode 
5 "boiling-proteinase K digestion boiling" (rdf . I8) . 
40 cycles d' amplification (40 secondes a 94 'c, 1 
minute h 60'C, 7 minutes 4 72*C) ont 6t6 effectues 
dans un melange reactionnel de 100 fxl, contenant 67 
mM Tris-HCL (pH 8.6), 16.7 mM (KH4)2S04, 6.7 mM MgClj, 

10 10 mM 2-mercaptoethanol, 0.01 % (p/v) gelatine, 200 
fM dATP, dTTP et dCTP, 100 nVL dGTP, 100 iM 7-deaza 
dGT, 600 ng de chague amorce (07 : 
AACTTCCCTCTCTGCTATTC et 08 : CAGCAGAAACATACAAGCTG) et 
3U polymerase Tag (Perkin Elmer Cetus) , couvert de 

15 100 Hi paraffin. La moitie du mdlange de reaction a 
dte appliquee sur un gel d' agarose 0.7 % color6 au 
bromure d'ethidium. Le marqueur de taille est un 
digest Eco RI + Hind III d'ADN lambda. 
Analyses de Southern 

20 Trois clones ind^pendants de cellules E.S. contenant 
le Hox-3.1 mut6 (identifi^ par P.C.R.) ont et6 isol6s 
des ensembles positifs en utilisant des pipettes. 
Leur ADN a 6t6 examind par analyse de Southern aprfes 
digestion avec les enzymes de restriction indiqu6s 

25 dans la figure 8, afin de conf inner le ciblage 
spdcifique et de faire la distinction entre les loci 
recombin4s et sauvages. Deux sondes diffdrentes ont 
6t6 utilis6es dans 1 • analyse de 1« extremity 3' des 
loci Hox-3.1 dans les clones mut6s et dans les 

30 cellules E.S. non-mutees agissant comme temoin (fig. 
8 c). La premiere sonde "a" etait contenue dans les 
sequences Hox-3.1 du plasmide de mutagdnese et 
d6montrait le nombre d' integrations de vecteur et 
leurs liaisons physiques. Un des trois clones 

35 recombin6s contenait en outre une copie du plasmide 
int6grde au hasard (fig. 8 a, clone F2) . La deuxifeme 
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sonde "b" qui n'6tait pas contenue dans le vecteur de 
Butag6nese faisait la distinction entre les alleles 
Hox-3.1 recombinees et sauvages (fig. 8 b) . Le locus 
recombin^ Hox-3.1 presentait, avec les deux sondes 
1- image d- hybridation attendue h partir des cartes de 
restriction du vecteur de mutag^nese et du locus 
intact. En outre, 1 -existence de deux domaines de 
recombinaison dans le bras 3' du vecteur a dte 
confirmee par la presence ou 1- absence de la sequence 
AT dans le locus Hox-3.1 recombini (par exemple fig 
8, clone L5). L'extr^mite 5- du locus Hox-3.1 a 
^galement 6t6 analys6e pour l'ev6nement de 
recombinaison homologue. Des enzynes de restriction 
ne pr6sentant pas de sites dans la sequence Hox-3.1 
15 5- de 6.8 Kb du vecteur de mutagenese ont ete utlises 
dans la digestion des ADNs des clones recombinSs. ces 
ADNs ont ensuite 6te soumis a une electrophorfese dans 
un Champ puls6 pour differencier les fragments de 
poids moleculaire 61evd. Une analyse de Southern de 
20 ce gel a dgalement indiqu6 les allfeles recombindes 
correctement et les alleles Hox-3.1 sauvages, • en 
utilisant une sonde presentant une sequence en amont 
du plasmide de mutagenese. 

Les analyses de Southern ont demontr6 q'une 
allele du gfene Hox-3.1 a 6t6 recoabin^e coome pr6vu. 
La recombinaison homologue etait 6quivalente a un 
double "crossing-over" entre les bras gdnomiques du 
plasmide de mutagenese et les sequences chromosomales 
homologues (Fig. 2). 

Dans les clones recombinants, le gehe lac Z a 
6te plac6 sous le controls des sequences promotrices 
et regulatrices du Hox-3.1 en amont du codon AUG, 
mais les signaux 3' de maturation de mRNA provenaient 
du SV40. Dans ces clones recombinds, 1' expression de 
35 lac z n'6tait pas d6celable par coloration avec;^- 
Gal, ce qui est coherent avec 1- absence de 
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transcription de Hox-3.i dans des cellules E.S. 
detennin6e par analyse de protection de RNase' 
L'activite de /?-Gal pouvait itre induite dans 
certaines cellules apres 3 ou 4 jours de culture en 
presence de S.IO'^K acide retinoique, conditions 
connues comme induisant la transcription de Hox-3 i 
(r4f . 19) . 

En utilisant le vecteur de mutag^nfese pGMA, qui 
pr6sente une homologie totale de 8.3 Kb ADN avec le 
locus Hox-3. 1, un fragment de 120 pb a 6te remplace 
par une insertion de 7.2 Kb. La frequence de ce 
remplacenent cibl6 (1/900) est comparable a celle 
obtenue r^cemnent (I/IOOO) avec HPRT (ref. 13) ou 
avec En-2 (1/260) (r6f . 20) , le fragment h^terologue 
15 insure 6tant cependant dans ces demiers cas d'une 
taille beaucoup moins importante (i.i et I.5 Kb 
respectivement) . D'une manifere surprenante, ii a 6t6 
constate gu'une frequence de recombinaison homologue 
tres 61ev6e (1/40) a pu €tre obtenue avec le vecteur 
PGMD. L'61imination des signaux 3' de maturation de 
MRNA et !• addition de la sequence de degradation de 
mRNA au gene de resistance h la n6omycine a eu pour 
effet de r6duire le nombre total de clones resistants 
au G418 par 2.4 (tableau I). Le rapport de ciblage 
spdcifique dtait presque 10 fois plus 61eve (900/40) . 
Le mecanisme de recombinaison homologue meme a dO. 
6tre affecte dans les experiences avec pGMD. Une 
explication possible de ces r6sultats serait qu'une 
sequence AT de 51 pb pourrait foumir, in vivo , une 
boucle ouverte dans le plasnide de mutag6nese & cause 
de sa temperature de fusion plus basse, si les 
sequences Hox-3. 1 voisines du pGMD peuvent 6tre 
influencees par cette ouverture, de chaque cote de la 
region AT, elles pourraient reagir d'une manifere plus 
35 efficace, H l-etat simple-brin, avec le locus 
chromosomal Hox-3. 1. Le mod&le de recombinaison 
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mxtotique Chez la levure suggfere qu-ii serait initie 
par un tel echange de brins, bien que le xnecanis^e de 
recombxnaason ho^nologue reste inconnu chez les 
eukaryotes plus complexes. 
5 La figure 8 montre les resultats de 1- analyse de 

southern effectu.e sur des clones individus positifs 
(L5 et F2) et des cellules E.S. (C.C.E.). 

Les sondes utilisees n-hybrident gu-avec des 
sequences hox-3.1 incluses dans le vecteur (a) ou 

d.hybrldatxon du locus Hoxo.i recon^ine (trianglL 
ouverts) se distingue clairement du locus sau^aje 
(trxangles noirs, . i.s .toiles indiguent les bandls 

15 ^'-^ -^^^ Plasmide gui s-L: 

15 xntegrde au hasard. Le marqueur de taille est un 
digest Eco RI + Hind 111 d'ADN lambda. 

La figure 8(c) montre les cartes de restriction 
des alleles Hox-3.1 recombinees (rec, et sauvages 
(wt). Les parties du vecteur de mutagenfese et du 
20 locus Hox-3.1 sont indiquees avec les memes symboles 
que ceux utilises dans la figure 2. Dans ce cas la 
sequence at a ^te int.gree par recombina'ison 
homologue. La fleche verticale indigue I'extremite 3. 
du plasmide de mutagenese. La localisation des sondes 
25 «a.. et ..b- utilis.es dans Lanalyse de Southern es^ 
6galement indiquee. Les abrdviations utilisees dans 
la fxgure 8 sont les suivantes : b. Bam HI ; d Dra 
I, E, ECO RI ; H, Hind III ; s,- Sal I ; X, Xho I.' 
^ - Production d'embrvons chim6r«»g 
30 one microinjection dans des blastocystes a ete 

effectu6e avec deux clones p c; 

w-xones E.S. recombinants 
contenant un allele Hox-3.1 intacte et un allfele 
recombin., ces clones ne contenaient aucune autre 
copxe du plasmide de mutagenese. Les Kariotypes de 
35 ces cellules 6taient normaux. 
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Dix 4 quinze cellules mutees ont dt6 
microinjectdes par blastocyste. Apres reimplantation 
dans des meres porteuses, les embryons ont dte 
recueillis It 9.5, 10.5 et 12.5 jours p.c. et analyses 
5 pour expression de lac Z. La grille de transcription 
de Hox-3.1 h ces stades avait 6t6 ddterminee au 
prealable par analyse d' hybridation in situ (ref. i) . 
Les transcrits Hox-3.1 sont detectables pour la 
premiere fois au stade de gastrulation tardive et 
10 sont repartis dans tous les tissus de la partie 
arriere de 1- animal. Plus tard, la repartition 
devient progress ivement limitee dans I'espace et 
specif ique au tissu. Au ktade de 12.5 jours p.c, la 
transcription est localis^e dans la region cervicale 
15 du tube neural, au niveau du coeur. Au cours de 
I'embryogenese, la repartition de la transcription de 
Hox-3.1 subit done des modifications. Le stade io.5 
jours p.c. semble dtre une periode de transition, la 
transcription ayant lieu h la fois dans les deux 
20 regions arrieres et dans le tube neural cervical. 

Dans des embryons chim6riques de 9.5 et io.5 
jours p.c, la partie caudale au bourgeon postdrieur 
presentait une activity .S-Gal intense, tandis que le 
marqueur n'a jamais 6t6 detects dans la region 
thoracique anterieure ou la tete (Fig. sa) . Dans la 
rdgion arrifere, des cellules color6es par le ^-Gal 
ont 6t6 observees dans tous les tissus et de toutes 
les couches embryonnaires . Entre les deux bourgeons 
qui donnent les membres, des cellules color6es 
30 dtaient reparties dans des zones restreintes, dans 
I'ectoderme superficiel (Fig. 9b), comme dans les 
regions arriferes (Fig. 9c) et, en forme de lignes 
6troites ou rayures, dans le tube neural (Fig. 9b). 
ces rayures pr^sentaient une repartition irregulifere 
et asym^trique sur la parol du tube neural. La 
transcription de Hox-3.1 n'a pas 6t6 detect6e dans la 
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couche mince de cellules vers la fermeture du tube 
neural. Ces cellules n-ont peut-.tre pae resist. ^ 

T aT I'hybridaticn In situ, 

n a *t. Observe que les cellules de Le^^^i^ 
= neurale font partie, tr.s t6t, de parties ^itUrlZ 
du systeae nerveux et »i,re„t dans une directic 

l-«rau. ,trcits 

(ref. 21). ces resultats sent done cohtoents avec 
cette observation. 

10 ^expression de Lac 2 a done iUustri 

correcteaent la premiSre partie de la transcription 
de LhoMdog^ne Hox-3.1, c.est-4-dire dans tons les 
tissus des regions caudales des embryons de 9.5 et 

.nfon.at.ons concemant le .ode de transcription de 

xlOx— 3 • 1. 

En revanche, l-expression de Lac 2 „.» pas 4t* 
observ^e dans les regions cervicales du tube neural 

20 'T'^'"' '^''^ ^' ^o""' »i la region 

20 antfexeure d-eBbryons de 10.5 Jours ; ceci n^Llt 

pas le r^sultat attendu a partir des etudes 

d.hybrxdation la_situ. La phase ult.rieure Z 

transcriptzon de Box-3.l observ^e a partir du lour 

25 n?l! ^'^^^ localis^es du tube neural 

n ttait pas mise en Evidence par I'activit* de.^-Gal 
One explication possible pour oe r*sultat seralt gue' 
blen que 1-expresslon de Lac z soit sous le contr61e 
du promoteur Hox-3.1, les s^guences 3. du Hox-3.1 
sont absentes dans le gene reporteur. 11 est possible 

30 que des sequences 3- du codon dUnitiation AUG du 
Hox-3.1 aient une influence sur 1 .expression tardive 
de HOX-3.1 dans le do»atne antteieur. Dn eftet de 
dosage de gtoe" pourrait aussi expliquer ce 
r^sultat. L.autoactivation de plusieurs hom^og^nes 

35 Che. SrosoEhila a .t. d^ontr^e gta^tiqueae^f" 
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sugg6r6e par la formation de complexes entre I'ADN et 
les prot^ines des homeobox. 

Si le composant tardif de la transcription de 
Hox-3.1 dans le tube neural est maintenu par un 
5 mdcanisme semblable, 1 • inactivation d'un allele 
pourrait avoir un effet dominant dans les celules de 
I'ectoderme neural. Puisqu'un allele seulement 
produirait la prot6ine Hox-3.1, le signal 
d' activation serait dilue sur les deux promoteurs. La 
10 reduction d'autoinactivation dans les deux loci 
pourrait ainsi conduire a un arrdt total de 
1' initiation de transcription. ceci pourrait 
expliquer pourquoi aucune expression de Lac Z n'a et6 
d^tectee dans la region cervicale du tube neural 
d'embryons de 10.5 et 12.5 jours. 

^ " Passage de la modi fication dans la Hry n^o 

cellulaire germinale ; production d'anim;,,,^ 

transgenicrues 

Les effets en F, et en F2 de la modification 
apportde par 1' insertion cibl6e ont 6t6 observes 
aprfes reproduction des chimferes. Le passage de la 
modification dans la lignde cellulaire germinale a 
constate. 
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REVENDICATIONS 
1. Precede de remplaceaent sp6cifiaue 
notaitunent par ciblarr^ ^. * P^c^fique, d'un gene 

par cibiage d'un ADN, dit ADN 
constitu^ oar uno r,»,-^- o. ' adn d' insertion 

= rendu «or.,'TC\rr™-'-" 

avec un ADH de complement pour^L= , . 
recom^W complex .a„/r ""^^ 
eucaryote, caracteris^ en ce gue ^"'^ 
"> - le site a 'insertion se trouve dans m „■ 
dit gtoe receveur choisi « t . '^"^ 
coBpl^nt, et en ce ^ 

" -™ d.insertion .t^L ^1/^-^ 
"flanguantes" de part et „..„.. 
-insertion. respect'ivement n^C^ " T 
s^^ences g^omi^es ^i Jo»=tent le sl^e d-iLer^'"" 
soahaite dans le gtoe receveur, "«=rtion 

" - l.AOH d.insertion etant h^tiroiogue vis-s-vis . 
gene receveiir, et ^® 

les sequences flanquantes, 6tant choisi«. « • 
celles qui const ii-nor,*- i cnoisies parmi 

qui aut!^is^r ™ =™Pl^nt et 

" S,uils cot r""^^-^-" -"-"loque avec des 
sequences correspondantes du oene 

^constitution d-un «co».i„!:: eo:;^:::;, ^ 

senone de la cellule eucaryote 

d.ins:;tircttC\ire"sr"''" ^-^^^ 

30 une s..e„ce r^gulatricrcaTatt^r^ T^t 
- le site d.insertion se trouve dans m,^ 
dit gene receveur et en ce que 



- I'on transfecte des cellules eucaryotes avo 
vecteur contenant un ins.rat oo.^7^^t iT " 
35 I'ADN d.insertion et deux '^^""'""^ 
"flanquantes" de nart 7 =^5"ences dites 

de part et d'autre de i-adn 
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d' insertion, respectivement homologues a deux 
sequences g^nomigues qui jouxtent le site d' insertion 
souhaite dans le gene receveur, 

- I'ADN d'insertion 6tant hdterologue vis-a-vis du 
5 gkne receveur et, 

- les sequences flanquantes 6tant choisies afin de 
permettre par recombinaison homologue selon le cas 
soit 1' expression de la sequence codante de I'adn 
d'insertion entier sous le contrdle des sequences 
rdgulatrices du gene receveur, soit 1- expression 
d'une sequence codante du gene receveur sous le 
controls de sequences regulatrices de i-adn 
d'insertion. 

3. Proc6d6 selon la revendication 1 ou 2 
15 caracteris6 en ce que I'ADN d'insertion contient une 

sequence codante dipourvue d' element de regulation, 
notamnent d'un promoteur qui lui est propre. 

4. Precede selon I'une quelconque des 
revendications 1^3, caract6ris6 en ce que le gfene 
receveur est present dans le genome de la cellule 
eucaryote en au moins deux exemplaires. 

5. Proc6d6 selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caract^rise en ce que chacune 
des sequences flanquantes a une longueur superieure a 
150 paires de bases, et inf6rieure ^ la longueur du 
gene receveur. 

6. Precede selon I'une quelconque des 
revendications 1^5, caract6ris6 en ce que les 
cellules eucaryotes sont des cellules souches 

30 embryonnaires (E.S.). 

7. Proc6d6 selon I'une des revendications 
pr6c6dentes, caract6ris6 en ce que le gene 
d'insertion est un gfene h6t6rologue & I'espfeoe 
trans fectee. 

35 8. Proc6d6 selon I'une des revendications 

prdc6dentes, caracteris6 en ce que le vecteur 

FEUILLE DE REfvlPLACEiVSENT 



20 



25 



10 



wo 90/11354 

PCT/FR90/00185 

37 

contient des sequences intercalees entre le gene 
d' insertion et les sequences flanquantes. 

9. Procdd^ selon la revendication 8, caraot^rise 
en oe que les sequences intercalantes contiennent una 
sequence codant pour un agent s61ectif pennettant la 
selection des transformants et ^ventuellement un g^ne 
marqueur par exemple le LacZ. 

10 Procdde selon Lune des revendications 
pr^cedentes, caracteris^ en ce que la transfection 
est effectuee par 61ectroporation. 

11. Procdde selon l-une des revendications 
precedentes, caracterise en ce que la technique de 
Polymerase Chain Reaction (P.c.R.) est utilis^e pour 
amplifier la sequence d'ADN du locus oii se fait 
!• insertion pour verifier que 1' insertion a eu lieu 
dans le site souhait6. 

12. Proc6d6 selon la revendication l, caractdris6 
en ce que I-adn d'insertion comporte, entre les 

20 TT"' part une sequence d'ADN 

destanee i gtre recombin^e avec I'ADN de complement 
dans le g6ne receveur pour foumir un gene 
recombinant, et, d'autre part, une sequence codant 
pour un agent selectif permettant la selection des 
transformants et un promoteur autorisant 1- expression 
25 de 1. agent selectif, le gene receveur et le gene 
recombinant codant pour des produits d'expression ne 
conferant pas de ph6notype selectable. 
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transal:"'"'"" Production d'animaux 

transg^niques, caract6ris6 en ce que des cellules 
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E.S. sont transfect^ea par le proc6de selon I'une des 
revendications 1 a 12 et s.lectionnees pour 
1 evenement de recombinaison homologue, a savoir 
1- integration correcte du gfene stranger, les cellules 
sont mjectees dans des embryons a un stade oix iis 
sont aptes ^ int^grer les cellules transf ectees , par 
exemple au stade blastocyste, ceux-ci sont ensuite 
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reimplantes dans une mere porteuse et, les individus 
chimferes obtenus au tenne de la gestation et chez 
lesquels est constate la colonisation par les 
cellules E.S. de la lignee genainale, sont aocouples 
5 poTir obtenir des animaux transgenigues h^terozygotes 
potir le gfene reinplac6. 

14. Plasmide apte h effectuer 1' insertion ciblee 
d'un gene dit gene d- insertion dans le genome d'une 
cellule eucaryote, caract6rise en ce gu'ii contient 
10 un ins6rat comprenant lui-m&ne le gene d- insertion et 
deux sequences dites "flanquantes" de part et d« autre 
du gene d- insertion, respectivement honologues aux 
deux sequences g^nomiques qui jouxtent le site 
d' insertion souhaite dans le gene reoeveur. 

15 IS.Plasmide selon la revendication 14, 

caract6ris6 en ce que l'ins6rat comprend, entre les 
sequences flanquantes, d'une part une sequence d'ADN 
destinde a 6tre recombin6e avec I'ADN de complement 
dans le gene receveur, et, d'autre part, une sequence 

20 codant pour un agent s61ectif permettant la selection 
des transformants et un promoteur autorisant 
I'expression de I'agent s^leotif, la sequence d'ADN 
destin6e h 6tre recoBbin6e avec I'ADN de compl&nent 
6tant autre qu'un gene codant pour un agent seleotif . 

25 16. Plasmide pGN comme illustr^ dans la 

figure 1. 

17. cellules eucaryotes transformees par le 
proc6d6 de la revendication l. 

18. Cellules selon la revendication 17 
30 caract6risees en ce que ce sont des cellules E.S. 

19. Animal transg6nique dans lequel une seule 
copie d'un gfene qui est present dans le genome a au 
moins deux exeii5)laires, a 6t6 inactive par 
1' insertion d'un gene qui est different du gfene 

35 inactive, le gene d' insertion 6tant insure dans une 
position qui permet I'expression de ce gfene sous le 
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contreie des sequences r^gulatrices du gfene endn„- 
inactive. ^ endogene 

20. Application du proc6d6 selon i-un. 
S ZZT ^ * - pour X^^^t 

21. Application du proc6de selon i-un. 
guelcongue des revendications i a 12 .on. T 
production d'aniBaux transgeniques. 

22. Application du oroc^d^ ric. i^ 

" pour ,.„.«^e a^Tw ' 

23 . Application du procdde rio i , 
13 pour le crmage T pttLt L 
Pr^™.3 avoir une a=«vit/rrSa^ 
a-expre^sion pat^o.o,?^ Tu Tl" 

1= malaale, caract^ris^e en ee \<. 
est consti-fcno T^=. 
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est constitue par le gene x,athrr insertion 
de celui-ci Pathologique ou un frag».ent 

de celui-ci et en ce que l-on administre a l-ani™.! 
transg.„i^e le produit phannaceutique . testeT 
vue d.^valuer son activit. sur la .aladie. 
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